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(57) Abstract 

Method for differentiating or detecting particles in a sample, in which 
several particle types can be found, by identifying signal segments of 
time-resolved, optical raw signals from the sample on the basis of single photon 
detection (single pulse detection), wherein the sample contains at least two types 
of particles; the sample is illuminated by a light source; the optical raw signals 
emanating from the sample and arising from at least one measuring volume 
element (V), wherein V^IO** 12 1, are detected by at least one detection unit; at 
least one particle generates a signal component during its stay in the measuring 
volume element; a signal segment of the optical raw signals is determined by 
active and/or passive entrance and re-exit of the particle into or out of the 
measuring volume element; the optical raw signals are broken down into any 
number of segments; at least one statistic based on the optical raw signals is 
drawn up for at least any given segment, and at least one statistic or at least 
one combination of several statistics are evaluated according to the availability of characteristics which typify the signal component of at 
least one particle type. 




(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Unterscheidung oder Erfassung von Partikeln in einer Probe, in der auch mehrere Partikelklassen befindlich sein kdnnen, 
durch Identifizierung von Signalabschnittenzeitaufgeldster, optischer Rohsignale aus der Probe auf der Basis von Einzelphotonendetektion 
(Einzelpulsdetektion), wobei die Probe mindestens zwei Partikelklassen enthait; die Probe von einer Lichtquelle beleuchtet wind; die von der 
Probe ausgehenden, aus mindestens einem MeBvolumenelement V, wobei V<10~ 12 1, stammenden optischen Rohsignale mittels mindestens 
einer Detektionseinheit detektiert werden; mindestens ein Partikel wahrend seines Aufenthalts im MeBvolumenelement einen Signalanteil 
erzeugt; durch aktiven und/oder passiven Ein- und Wiederaustritt des Partikels in das oder aus dem MeBvolumenelement ein Signalabschnitt 
der optischen Rohsignale bestimmt wind; die optischen Rohsignale in beliebige Abschnitte zerlegt werden; fur mindestens einen beliebigen 
Abschnitt mindestens eine auf den optischen Rohsignalen basierende Statistik erstellt wind, und die mindestens eine Statistik oder mindestens 
eine Kombination mehrerer Statistiken nach dem Vorhandensein von Merkmalen, welche fur den Signalanteil mindestens einer Partikelklasse 
charakteristisch sind, bewertet wind. 
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Verfahren zur Unterscheidung oder Erfassiing von Partikeln 
in einer Probe durch Identif izierung von Signalabschnitten 
zeitauf geloster, optischer Rohsignale aus der Probe auf der 
Basis von Einzelphotonendetektion 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Unter- 
scheidung oder Erf assung von Partikeln in einer Probe durch 
Identif izierung von Signalabschnitten zeitauf geloster , 
optischer Rohsignale aus der Probe auf der Basis von Einzel- 
photonendetektion gema£ Anspruch 1 . 

Die Methode der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) 
(WO 94/16313) sowie andere konfokale Fluoreszenztechniken, 
wie sie in der Of f enlegungsschrif t WO 96/13744 sowie der 
europaischen Patentanmeldung 96 116 373.0 beschrieben sind, 
eignen sich in besonderer Weise fur sogenannte homogene 
Assays im SubmikrolitermaSstab . Die letztgenannte Anmeldung 
beschreibt eine Methode zur Analyse von Proben durch wieder- 
holte Messung der Anzahl von Photonen pro definiertem Zeit- 
intervall von Licht, welches von den Partikeln in der Probe 
emittiert, gestreut und/oder reflektiert wird, und Bestimmung 
der Verteilung der Anzahl von Photonen in den jeweiligen 
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Zeitintervallen, dadurch gekennzeichnet , daS die Verteilung 
der spezif ischen Helligkeiten der Partikel aus der Verteilung 
der Anzahl von Photonen bestimmt wird. Bei diesen Techniken 
betragt das eigentliche MeJSvolumenelement weniger als 10" 12 1. 
Unter homogenen Assays versteht man Analyseverf ahren, bei 
denen alle reagierenden Komponenten bis zur Signalerf assung 
in einem MeEkompartiment verbleiben. UberschuEkomponenten 
werden im Gegensatz zu den sog. ELISA- Verfahren nicht zuvor 
aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt . Die oben genannten 
Fluoreszenztechniken f unktionieren besonders gut beim Einsatz 
markierter Reagenzien im Bereich zwischen 1 pM und 0,1 /iM. 
Jedoch verlangen die kinetischen Randbedingungen fur eine 
chemische Nachweisreaktion, die aus Praktikabilitatsgriinden 
im Sekunden- bis Minutenbereich ablaufen soil, den Einsatz 
markierter Nachweisreagenzien im UberschuS uber einen 
Analyten im nanomolaren Bereich und daruber. Dies bedeutet 
oft eine groSe experiment el le Schwierigkeit beim Durchfuhren 
homogener Assays, wenn das resultierende Reaktionsprodukt 
eine oder mehr als eine GroEenordnung geringer konzentriert 
ist als das UberschuSreagenz . 

Bei homogenen Assays mit konfokalen MeEtechniken sind of tmals 
keine Moglichkeiten gegeben, die UberschuEkomponente mit ein- 
fachen Mitteln aus dem MeEvolumen f ernzuhalten. Nur fur 
gegensatzlich geladene Partikel sind Verfahren beschrieben 
worden (WO 94/16313)., urn durch elektrische Felder auch 
innerhalb eines Reaktionsvolumens UberschuEkomponenten und 
Reaktionsprodukt voneinander zu trennen. Fur viele wirt- 
schaf tlich auEerordentlich bedeutungsvolle diagnostische 
Nachweismethoden sind derartige Verfahren jedoch leider 
ungeeignet. Dies gilt insbesondere z. B. fur die Analytik 
pharmakologisch bedeutsamer Rezeptoren, z. B. auf Vesikeln, 
deren Interaktion mit im Uberschufc vorhandenen freien 
markierten Liganden analysiert werden soli. Viren, Bakterien, 
Zellen, Beads, Partikelf luide (z. B. mit oberf lachenge- 
bundenen spezifischen Chemikalien, wie sie aus der kombinato- 
rischen Chemie bekannt sind) oder auch nur groEe Molekulag- 
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gregate wie Ribosomen lassen sich naturgemafc nur in auEerst 
geringen Konzentrationen vermessen, so da£ der Einsatz von 
Reagenz im UberschuS unvermeidlich ist. 

Es sind bereits fur homogene Assayverf ahren Moglichkeiten 
beschrieben worden, die trotz Einsatz von markiertem Nach- 
weisreagenz im UberschuS nur dann zu optischen Lumineszenz- 
signalen fiihren, wenn Komplexe zwischen dem Nachweisreagenz 
und dem nachzuweisenden Partikel gebildet wurden. Es sind 
dies z. B. die Verf ahren des Szintillations-Nachbarschaf ts- 
Assays (SPA; scintillation proximity assay) , des Energy 
Transfer Assays durch Bildung diverser Donor- Accept or - 
Komplexe oder von Reaktionsprodukten, die eine Lumineszenz- 
loschung riickgangig machen. 

In der konf okalen Fluorimetrie hat . sich die Methode der 
Kreuzkorrelation bewahrt. Bei der Kreuzkorrelation weist z. 
B. das Nachweisreagenz einen Marker A auf, wahrend das 
nachzuweisende Partikel den Marker B auf weist . Es werden zwar 
sowohl die Signale A* des Nachweisreagenzes als auch B* des 
nachzuweisenden Partikels registriert, jedoch im Rahmen der 
Kreuzkorrelation nur diejenigen Signale verwertet, bei denen 
beide Signale A x und B x im identischen Zeitintervall 
registriert werden. Dies ist bei Vorliegen eines Komplexes 
aus Nachweisreagenz und nachzuweisendem Partikel der Fall. 
In einer weiteren Variante konnen auch einzelne Molekiile des 
Nachweisreagenzes wahlweise mit den Markern A* bzw. B* 
markiert sein. Diese Verf ahren fiihren nicht mehr zu zu- 
f riedenstellenden Resultaten, wenn die UberschuSkomponente 
in ihrer Konzentration deutlich mehr als einen Faktor 10 vom 
nachzuweisenden Komplex differiert. 

Bei verschiedenen Signalverarbeitungsverf ahren hat sich in 
der Vergangenheit die Aufgabe gestellt, Signale vom Hinter- 
grundrauschen zu trennen. Fur diese Aufgaben haben sich z. B. 
der Einsatz von spektraler Filterung, Lock- in- und 
Koinzidenztechniken bewahrt. 
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Spektrale Filterung la£t sich bei optischen Signalen hauf ig 
einfach durchfiihren. So wird etwa bei der konfokalen 
Mikroskopie oder der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 
das Fluoreszenzsignal vom Streulicht und der Ramanemission 
des Losungsmittels durch Interferenz- oder Farbglasf ilter 
getrennt. Wo es moglich ist, erfolgt die Auflosung des 
Signals in eih Spektrum durch ein Prisma oder ein Gitter. 
In vielen Fallen reicht diese Art Filterung jedoch nicht aus. 
Zur Aufnahme eines kompletten Spektrums wird eine groSere 
Lichtintensitat bendtigt, urn eine minimale Statistik iiber 
den spektralen Bereich zu bekommen. Einzelne Partikel, 
insbesondere einzelne Molekule, senden dafiir jedoch meist 
nicht ausreichend viele Photonen aus. Filter schranken zwar 
das zu vermessende Spektrum ein, setzen jedoch einen de- 
tektierbaren spektralen Unterschied voraus . 

Die Filterung des Signals nach der elektrischen Umwandlung 
in Zahlerpulse mit Hilfe der schnellen Fouriertransf ormation 
{ FFT ; Fast Fourier Transformation) setzt eine Zuordnungs- 
mdglichkeit des Signals nach Frequenzen voraus. Entsprechend 
schwach ist die Filterleistung der FFT und verwandter 
Techniken bei' der Analyse von Partikelemissionen, deren 
Bewegung statistisch durch Diffusion und nicht regelmaSig 
verlauft. Lock- In Techniken verlangen ebenfalls ein 
periodisches Signal als Grundsignal. 

Koinzidenztechniken benotigen ein zweites Signal als Trigger- 
signal . Ein solches Signal ist von einem Partikel oder gar 
einem kleinen Molekul nur schwer zu erhalten. Bei Verwendung 
eines gepulsten Lasers treten Streulichtphotonen in 
Koinzidenz mit dem Puis der Lichtquelle auf, Lumineszenz- 
photonen dagegen zumeist urn einige Nanosekunden spater. Diese 
Zeitdif ferenz wird u. a. zur Berechnung der Fluoreszenz- 
lebensdauer verwendet . Bei der Verwendung einer zeitlich 
konstanten Lichtquelle, wie es beispielsweise bei der FCS 
meist der Fall ist, entfallt jedoch eine solche Moglichkeit. 
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In Tellinghuisen et al . ("Analysis of Fluorescence Lifetime 
Data for Single Rhodamine Molecules in Flowing Sample 
Streams", Analytical Chemistry 66, No. 1, 64-72, 1994) wird 
ein Verfahren fur die Fluoreszenz-Lebensdauerspektroskopie 
beschrieben, das dazu dienen soil, die von der Lichtquelle, 
in diesem Fall von einem Laser stammenden Photonen aus dem 
Gesamtsignal herauszuf iltern. Dazu wird der Signalzahlerstrom 
mit dem Triggersignal, d. h. dem Anregungspuls des gepulsten 
Lasers, verglichen. Kommt ein Photon im Rahmen der Lichtge- 
schwindigkeit zeitgleich mit dem Anregungspuls an, so wird 
es als Streulichtpuls identif iziert und geloscht. Ein Nach- 
teil dieses Verfahrens ist, da£ Detektorpulse , die nicht 
gleichzeitig mit dem Anregungspuls erzeugt werden, nicht 
erkannt werden. Beispiele hierfur sind Dunkelstrome des 
Detektors . Dariiber hinaus werden Fluoreszenzphotonen, wenn 
sie innerhalb der Grenze der Zeitauf losung des Triggersignals 
mit dem Anregungspuls zusammenf alien, ebenfalls geloscht. 
Dies kann fur die nachfolgende Signalverarbeitung zu nicht 
akzeptablen Verzerrungen fuhren. Bei Messungen von 
Relaxationssignalen, wie sie die Fluoreszenz-Lebensdauer 
darstellt, ergibt sich der zusatzliche Nachteil, da& der 
starkste Teil des Signals geloscht wird und sich das Signal- 
Rausch-Verhaltnis demzufolge dramatisch verschlechtert . 

In Keller et al . ("Single-Molecule Fluorescence Analysis in 
Solution", Applied Spectroscopy 5£, No. 7, 12A-32A, 1996) 
wird ein weiteres Verfahren fur die Bestimmung der Fluores- 
zenzlebensdauer beschrieben. In diesem Verfahren werden die 
Zeitdif ferenzen zwischen am Detektor eintref f enden, zeitlich 
aufeinanderfolgenden Impulsen bestimmt, indem die Anzahl von 
Triggerpulsen, die mit 100 kHz erzeugt werden, zwischen zwei 
aufeinanderfolgenden Photonen gezahlt wird. Diese Zahlen 
werden in aufeinander folgenden Kanalen eines MCS (engl. 
"multichannel scaler") gespeichert. AnschlieSend wird dieses 
MCS-Signal einer zeitlichen, schnellen Fouriertransf ormation 
(FFT) zur Glattung unterworfen. Liegen nach der FFT 
wenigstens 5 Zeitdif ferenzen des geglatteten Signals unter- 
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halb eines visuell bestimmten Schwellenwertes, so wird das 
Signal fur die gesamte Zeitdauer, wahrend der die Zeit- 
dif ferenzen kontinuierlich unterhalb des visuell bestimmten 
Schwellenwertes liegen, als zusammengehorig erachtet und als 
Fluoreszenzanteil, im wissenschaf tlichen Sprachgebrauch seit 
einiger Zeit > x burst" genannt, gewertet . AnschlieEend wird 
das so gefilterte Signal in bezug auf die Fluoreszenzlebens- 
dauer ausgewertet . Allerdings verwenden die Autoren hier nur 
Signalanteile, bei denen mehr als 25 Zeitdif ferenzen unter- 
halb des visuell bestimmten Schwellwertes liegen. 

Nachteile des beschriebenen Verfahrens liegen in der Ver- 
zogerung der Auswertung und der Beschrankung der Mefczeit. 
Die zur Glattung der Daten verwendete und notwendige FFT wird 
iiber ein 2 n MeSpunkte umfassendes Intervall ausgewertet, 
wobei die MeEpunkte wegen des in der FFT verwendeten mathe- 
matischen Verfahrens in einem Speicher, in diesem Fall im 
MCS, prasent sein miissen. Erst nach der FFT und einer 
"visuellen" Entscheidungsprozedur kann eine Zuordnung der 
Impulse getroffen werden. Ein solches Verfahren ist bei 
Messungen, in -denen Zahlraten von we it weniger als 100 pro 
Millisekunde auftreten, bei geringen Konzentrationen der 
f luoreszierenden Partikel (<< 1 Partikel pro Me£volumen- 
element) , noch durchf iihrbar ♦ 

Neben der Bestimmung der Fluoreszenzlebendauer gibt es jedoch 
noch weitere Verfahren zur Auswertung von optischen Roh- 
signalen. Dazu gehort die Auto- und/oder Kreuzkorrelation. 
Es ist bekannt, daS die Gute einer Korrelationsanalyse linear 
Oder starker als linear von der Anzahl Photonen abhangt, die 
pro Partikel und Zeiteinheit registriert werden. Bei einem 
kommerziellen FCS- Instrument wie dem ConfoCor® werden von 
einem einzigen Molekul Fluoreszenzf arbstof f Rhodamin 6G bis 
zu ca. 800 Photonen pro Millisekunde detektiert . Noch mehr 
Photonen werden detektiert, wenn sich mehrere Luminophore 
am Oder im gleichen Partikel befinden, wie es im Beispiel 
der Vesikel der Fall ist. In solchen Fallen ist das von 
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Keller et al. beschriebene Verfahren auch mit modernster 
Elektronik mit vertretbarem Aufwand nicht durchfuhrbar . 

Bei einem nicht geglatteten Signal ist es nicht moglich, 
mehrfach hintereinander die Unterschreitung eines Schwell- 
wertes fur den Abstand der Einzelpulse voneinander als 
Bewertungskriterium zu verwenden, wenn Schwankungen im 
optischen Rohsignal einzelne Uberschreitungen der Abstande 
verursachen . 

Sowohl die in Tellinghuisen et al . als auch in Keller et al . 
beschriebenen Verfahren versagen, wenn ein partikelklassen- 
spezif ischer Signalanteil nicht nur vom Hintergrund, sondern 
von mindestens einem weiteren partikelspezif ischen Signal - 
anteil getrennt werden soil, wie es im eingangs beschriebenen 
Beispiel des Reaktionsproduktes und der UberschuSkomponente 
der Fall ist. Auch die UberschuEkomponente emittiert einen 
Schauer von Lumineszenzphotonen. Eine schlichte Reduktion 
des Gesamtsignals urn den Streulichtanteil oder die Verwendung 
einer Schranke bei der Pulsweitendichte losen die der Er- 
findung zugrunde liegende Aufgabe nicht. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren bereitzustellen, welches die Unterscheidung oder 
Erfassung von Partikeln in Proben, welche mindestens zwei 
Partikelklassen enthalten, ermoglicht. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gelost durch 
ein Verfahren mit den Merkmalen des Patentanspruchs 1. Die 
Patentanspriiche 2 bis 18 betreffen bevorzugte Ausfiihrungs- 
formen des erf indungsgemaSen Verfahrens. 

Erf indungsgemafi erfolgt die Unterscheidung oder Erfassung 
von Partikeln in einer Probe, in der auch mehrere Partikel- 
klassen befindlich sein konnen, durch Identif izierung von 
Signalabschnitten zeitauf geloster, optischer Rohsignale aus 
der Probe auf der Basis von Einzelphotonendetektion (Einzel- 
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pulsdetektion) , wobei 

die Probe mindestens zwei Partikelklassen enthalt, 
die Probe von einer Lichtquelle beleuchtet wird, 
die von der Probe ausgehenden, aus mindestens einem 
MeEvolumenelement V, wobei V s 10" 12 1, stammenden 
optischen Rohsignale mittels mindestens einer 
Detektionseinheit detektiert werden, 

mindestens ein Partikel wahrend seines Aufenthalts im 
MeSvolumenelement einen Signalanteil erzeugt, 
durch aktiven und/oder passiven Ein- und Wiederaustritt 
des Partikels in das oder aus dem MeSvolumenelement ein 
Signalabschnitt der optischen Rohsignale bestimmt wird, 
die optischen Rohsignale in beliebige Abschnitte zer- 
legt werden, 

fur mindestens einen beliebigen Abschnitt mindestens 
eine auf den optischen Rohsignalen basierende Statistik 
erstellt wird, und 

die mindestens eine Statistik oder mindestens eine 
Kombination mehrerer Statistiken nach dem Vorhandensein 
von Merkmalen, welche fur den Signalanteil mindestens 
einer Partikelklasse charakteristisch sind, bewertet 
wird. 

Im Sinne der Erfindung kann die Bewertung der mindestens 
einen Statistik oder der mindestens einen Kombination 
mehrerer Statistiken auch auf Basis solcher Merkmale er- 
folgen, von denen man annimmt, da£ sie fur den Signalanteil 
mindestens einer Partikelklasse charakteristisch sind oder 
sein kdnnten. 

Erf indungsgemafi wird mindestens eine auf den optischen 
Rohsignalen basierende Statistik erstellt, wobei diese 
Vorgehensweise den besonderen Vorteil bietet, daS trotz 
statistischer Schwankungen im optischen Rohsignal eine 
verlafcliche Bewertung stattfinden kann. Dies steht im Gegen- 
satz zu schlichten Schwellwertentscheidungen . 
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Es kann wunschenswert sein, daS mindestens ein Hilfssignal 
gebildet wird, das insbesondere mittels einer Funktion aus 
dem optischen Rohsignal abgeleitet werden kann und in bevor- 
zugter Weise in zeitlich kausalem Zusammenhang mit dem 
optischen Rohsignal steht. Dabei kann es bevorzugt sein, daS 
das Hilfssignal und insbesondere jeweils dessen Wert zu 
bestimmten, alien, oder fast alien Zeitpunkten statistische 
Inf ormationen iiber mindestens einen Abschnitt oder Teilab- 
schnitt des optischen Rohsignals reprasentiert . Es kann 
wunschenswert sein, da£ diese statistische Information einem 
Grundsignalanteil iiberlagert ist oder die statistische 
Information von einer Kombination von Hilf ssignalen repra- 
sentiert wird. 

Es kann wunschenswert sein, daS mindestens ein Hilfssignal 
fur beliebige Pulse im optischen Rohsignal, insbesondere fur 
jedes detektierte Photon, urn einen bestimmten Betrag oder 
einen Betrag, der u. a. von dem momentanen Wert oder voraus- 
gegangenen Werten des Hilfssignals oder des optischen Roh- 
signals selbst abhangig sein- kann, inkrementiert oder de- 
krementiert wird. 

Es kann weiterhin wunschenswert sein, da£ dieses Hilfssignal 
mit einer Zeitkonstanten, die fest gewahlt ist oder u. a. 
von dem momentanen Wert oder vorausgegangenen Werten des 
Hilfssignals oder des optischen Rohsignals selbst abhangig 
sein kann, ab- oder zunimmt. Dabei kann die Ab- oder Zunahme 
insbesondere linear oder exponentielT sein. 

In einer weiteren Aus fuhrungs form des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird die Amplitude dieses Hilfssignals durch eine 
Obergrenze und/oder Untergrenze, insbesondere durch Ab- 
schneiden, eingeschrankt . Weiterhin ist es moglich, zur 
Amplitudenbegrenzung eine geeignete Modifikation der Betrage 
des Inkrements oder Dekrements und/oder der Zeitkonstanten 
insbesondere in Abhangigkeit des momentanen Wertes oder der 
vorangegangenen Werte des Hilfssignals vorzunehmen. 
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Es kann bevorzugt sein, daS bei der Bewertung berucksichtigt 
wird, ob mindestens ein Hilfssignal innerhalb des Abschnitts 
oder an der Abschnittsgrenze eine Schwelle erreicht, uber- 
oder unterschreitet . Dies kann in einer Ausf uhrungsf orm das 
einzige Bewerfcungskriterium sein, falls das Hilfssignal fur 
mindestens einen Abschnitt oder Teilabschnitt auf den 
optischen Rohsignalen basierende statistische Inf ormatiorien 
enthalt . 

Es kann wunschenswert sein, da£ die Art oder die Kodierung 
der von den Hilf ssignalen reprasentierten statistischen 
Information entlang der Zeitachse veranderlich ist und 
insbesondere von den vorausgegangenen oder momentanen Werten 
dieses oder mindestens eines anderen Hilfssignals oder von 
mindestens einer Abschnitts- oder Teilabschnittslange ab- 
hangig ist. Es kann wunschenswert sein, da£ die Bewertung 
auf Basis der von mindestens einem Hilfssignal repra- 
sentierten statistischen Information erfolgt. 

Es kann bevorzugt sein, die Abschnittsgrenze durch 
Markierung, insbesondere mittels eines Hilfssignals, oder 
durch Speicherung der Zeitpunkte oder einer Pulsnummer 
beziehungsweise Photonen-nummer zu def inieren. Insbesondere 
konnen somit Abschnitte definiert werden, die einer nach- 
folgenden Auswertung zugefuhrt werden. Es kann ferner bevor- 
zugt sein, dafi die Abschnittsmarkierung, insbesondere die 
Markierung eines Abschnittsanfangs, nachtraglich geloscht 
wird. Dies kann insbesondere bei Abschnitten erfolgen, die 
bei einer nachf olgenden Auswertung nicht betrachtet werden 
sollen. 

In einer Ausf uhrungsf orm kann die Statistik in absichtlich 
oder unabsichtlich verfalschter Form, insbesondere in einer 
angenaherten Form, erstellt werden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform kann die Statistik implizit 
in ermittelten Daten enthalten sein. 
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Erf indungsgemaS wird fur mindestens einen beliebigen Ab- 
schnitt mindestens eine auf den optischen Rohsignalen 
basierende Statistik erstellt. Im Falle mehrerer beliebiger 
Abschnitte kann f iir diese mindestens eine auf den optischen 
Rohdaten basierende Statistik erstellt werden. So kann 
beispielsweise fur mehrere Abschnitte eine Statistik der 
Burstdauern erstellt werden. 

Mehrere Abschnitte konnen jedoch erf indungsgemafc auch zu- 
sammengefaEt werden, so da£ anschliefcend mindestens eine auf 
den optischen Rohdaten basierende Statistik hinsichtlich der 
zusammengefaEten Abschnitte erstellt werden kann. 

In einer Ausf uhrungsf orm kann die Zusammenf assung mehrerer 
Abschnitte durch Zusammenf assung der Statistikdaten der Ein- 
zelabschnitte erfolgen. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm kann die Zusammenf assung 
mehrerer Abschnitte durch zeitliche Aneinanderreihung der 
Abschnitte erfolgen, insbesondere bevor eine Statistik aus 
diesem zusammengesetzten Signal abgeleitet wird oder bevor 
die Weitergabe an eine optional nachfolgende Auswertung 
erfolgt. Dabei kann es wiinschenswert sein, da£ in dem zu- 
sammengesetzten Signal Fullsignalabschnitte eingefugt werden. 

Es kann bevorzugt sein, daS die Fullsignalabschnitte eine 
feste Lange aufweisen oder in ihrer Lange so gewahlt werden, 
da£ die einzelnen Abschnitte im zusammengesetzten Signal in 
der gleichen zeitlichen Beziehung zueinander stehen wieim 
optischen Rohsignal . 

Es'kann weiterhin bevorzugt sein, daS als Fullsignal ein 
Nullsignal, d. h. keine detektierten Photonen, oder ein fur 
das Vorhandensein oder insbesondere das Nichtvorhandensein 
mindestens einer Partikelklasse im MeSvolumenelement 
typisches Signal verwendet wird. 
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Weiterhin kann es bevorzugt sein, als Fullsignal ein Signal 
zu verwenden, daS aus dem optischen Rohsignal, insbesondere 
durch Filterung, abgeleitet ist. 

Es kann bevorzugt sein, bei der Zerlegung des optischen 
Rohsignals gleichma£ig lange oder unterschiedlich lange 
Abschnitte, insbesondere unmittelbar auf einanderfolgende oder 
iiberlappende Abschnitte, zu bilden. 

Weiterhin kann es bevorzugt sein, die Zerlegung der optischen 
Rohsignale in Abschnitte und/oder eine mogliche Auswahl der- 
jenigen Abschnitte, fur die eine Statistik erstellt werden 
soli, auf Basis mindestens einer Funktion des optischen 
Rohsignals erfolgen zu lassen. Insbesondere kann mindestens 
eine dieser Funktionen aus dem optischen Rohsignal ein 
Hilfssignal bilden, welches in bevorzugter Weise in zeitlich 
kausalem Zusammenhang mit dem optischen Rohsignal steht. 

Es kann bevorzugt sein, das optische Rohsignal an denjenigen 
Zeitpunkten, zu denen mindestens ein Hilfssignal mindestens 
einen Schwellwert erreicht, iiberschreitet oder unter- 
schreitet, in Abschnitte zu zerlegen. Eine Zerlegung kann 
ferner auch in der Nahe dieser Zeitpunkte vorgenommen werden. 

Es kann wiinschenswert sein, Abschnitte zur Erstellung einer 
Statistik danach auszuwahlen, ob in dem jeweiligen Zeit- 
abschnitt mindestens ein Hilfssignal mindestens einen 
Schwellwert erreicht, uber- oder unterschreitet . Weiterhin 
kann es wiinschenswert sein, eine Auswahl in Abhangigkeit der 
Lange dieser Abschnitte zu treffen. 

Es kann ferner wiinschenswert sein, dafi die Abschnitte am 
Anfang und/oder Ende urn gewisse Zeiten vergroEert oder 
verkleinert werden, wobei diese Zeiten insbesondere fest 
gewahlt oder von der Abschnittslange und/oder Merkmalen des 
optischen Rohsignals und/oder des Hilf ssignals, insbesondere 
innerhalb des betreffenden Abschnitts und/oder der benach- 
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barten Bereiche, abhangig sein konnen. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm kann es bevorzugt sein, 
dag die Zerlegung der optischen Rohsignale, die Erstellung 
der Statistik und die Bewertung in einem zyklischen ProzeS 
erfolgen. 

Dabei kann es wunschenswert sein, da£ in jedem Zyklus genau 
ein Abschnitt des optischen Rohsignals betrachtet wird. 

Insbesondere in diesem Fall kann es bevorzugt sein, daS 
wiederholt mindestens ein Abschnitt modif iziert , insbesondere 
geteilt, mit einem anderen Abschnitt zusammengef a£t , ver- 
schoben, verkleinert oder vergroSert wird. Die Verschiebung, 
Vergrofcerung oder Verkleinerung kann insbesondere urn eine 
bestimmte Zeitkonstante, eine infinitesimal kleine Zeitein- 
heit oder bis zum, bis kurz vor oder hinter dem einer Ab- 
schnittsgrenze benachbarten Puis des optischen- Rohsignals 
bzw. benachbarten detektierten Photon erfolgen. Ein der- 
artiges Vorgehen kann auch zur Weitergabe mindestens eines 
Abschnitts an eine nachfolgende Auswertung bevorzugt sein. 

Es kann wunschenswert sein, da£ mindestens ein Abschnitt im 
nachfolgenden Zyklus durch* einen anderen, insbesondere 
zeitlich nachfolgenden, Abschnitt und im besonderen durch 
einen infinitesimal kleinen Abschnitt, einen Abschnitt 
bestimmter Lange oder einen eine bestimmte Anzahl Pulse des 
Rohsignals bzw. detektierte Photonen enthaltenden Abschnitt 
ersetzt wird. 

Bei der Ausfuhrung von Zerlegung, Statistik-Erstellung und 
Bewertung in einem zyklischen ProzeS kann es wunschenswert 
sein, dafi nur im letzten, in mehreren oder auch in alien 
Zyklen mindestens ein Abschnitt bestimmt wird, der optional 
mindestens einer Partikelklasse zugeordnet wird und/oder 
mindestens einer optional nachfolgenden Auswertung zugefuhrt 
wird. 
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Insbesondere zur Beschleunigung des Verfahrens kann fur 
mindestens einen Abschnitt oder Teilabschnitt mindestens eine 
Statistik und/oder deren Bewertung von mindestens einer 
Statistik und/oder deren Bewertung fur mindestens einen 
anderen Abschnitt abgeleitet werden. Dies kann insbesondere 
bei iiberlappenden Abschnitten bevorzugt sein. Insbesondere 
bei einer zyklischen Modi fikat ion von Abschnitten kann es 
wiinschenswert sein, dafi mindestens eine Statistik und/oder 
deren Bewertung aus einem vorausgegangenen Zyklus, insbe- 
sondere aus dem unmittelbar vorausgegangenen Zyklus, bei der 
Ableitung verwendet wird. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form kann fiir mindestens eine 
Statistik eines Abschnitts eine Statistik mindestens eines 
weiteren Abschnitts, insbesondere eines benachbarten Ab- 
schnitts oder eines gegeniiber dem zu bewertenden Abschnitt 
vergroEertem oder verkleinertem Abschnitts, zumindest einen 
Teil der Bewertungsgrundlage darstellen. 

In einem derartigen zyklischen ProzeS kann es bevorzugt sein, 
da£ die Bewertung nur in mindestens einem Zyklus nach Merk- 
malen erfolgt, die fiir das Vorhandensein mindestens einer 
Partikelklasse typisch sind* Insbesondere kann es wiinschens-: 
wert sein, in einem Teil der Zyklen auf die Bewertung und 
eventuell sogar auf die Erstellung der Statistik zu ver- 
zichten. 

Es kann bevorzugt sein, dafc der Zyklus einmal oder mehrmals 
durchlaufen wird. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, die zyklische Modifikation 
mindestens eines Abschnitts in einem zyklischen Prozefi 
abzubrechen oder die Art der Modifikation zu wechseln, wenn 
mindestens ein* Hilf ssignal einen Schwellwert erreicht, iiber- 
oder unterschreitet . 

In einer .bevorzugten Aus fiihrungs form werden die optischen 
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Rohsignale nicht physikalisch in Abschnitte zerlegt, sondern 
die Abschnittseinteilung ist dadurch gegeben, dafi mindestens 
eine auf mindestens einem Abschnitt basierende Statistik er- 
stellt wird. 

Es kann bevorzugt sein, dafi die Abschnittseinteilung auf 
Basis des optischen Rohsignals vorgenommen wird, insbesondere 
date Abschnitte gebildet werden, die eine feste Anzahl von 
Pulsen des optischen Rohsignals bzw. detektierte Photonen 
enthalten. Insbesondere bei einer zyklischen wiederholten 
Zerlegung in Abschnitte kann es bevorzugt sein, daS initial 
ein Abschnitt gewahlt wird, der genau einen Puis bzw. ein 
detektiertes Photon enthalt. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, eine einfache Heuristik 
zu verwenden, urn das optische Rohsignal in Abschnitte zu 
zerlegen und die Abschnitte zur. Erstellung einer Statistik 
auszuwahlen. Insbesondere kann es bevorzugt sein, Abschnitte, 
die of fensichtlich nicht zur Unterscheidung oder Erfassung 
mindestens einer Partikelklasse geeignet sind, bereits 
vorzeitig zu verwerfen. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm kann das erf indungsgemafie 
Verfahren teilweise oder vollstandig, insbesondere unter 
Verwendung von ASICs oder FPGAs, in Hardware implement iert 
werden . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann das 
Verfahren in Echtzeit ausgefiihrt werden, welches insbesondere 
fur Anwendungen im Bereich des sog. Hochdurchsatzscreenings 
nach pharmazeutischen Wirkstoffen von besonderem Vorteil ist. 

Erf indungsgemafi werden die Photonen einzeln erfaSt (Einzel- 
photonenzahlung oder Einzelpulszahlung) . Die Registrierung 
der Zahlerpulse kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. 
So kann z. B. jedem registrierten Einzelpuls der Zeitpunkt 
der Registrierung durch den Detektor zugeordnet werden oder 
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aber die Anzahl der registrierten Einzelpulse in einem 
vorgegebenen Zeitintervall ermittelt werden. Es kann bevor- 
zugt sein, die Einzelpulse auf mehreren Detektoren zu 
registrieren und/oder parallel dazu weitere Signale zu 
registrieren, die in physikalischem Bezug zu den 
registrierten Einzelpulsen stehen und so zusatzliche In- 
f ormationen iiefern. 

Die Photonen werden von Partikeln emittiert, die in das 
Mefivolumenelement V von V <; 10" 12 1 eintreten und wieder 
austreten. Ein besonderer Vorteil des kleinen Mefivolumen- 
elementes ist darin zu sehen, dafi sich selbst bei Kon- 
zentrationen im nanomolaren Bereich nur wenige Partikel im 
Mefivolumenelement bef inden. Besonders deutlich wird dieser 
Effekt bei grofieren Partikeln wie z. B. zellularen Membran- 
fragmenten oder -vesikeln, die maximal im pikomolaren Kon- 
zentrationsbereich herstellbar sind. Urn bei diesen Konzen- 
trationen einen homogenen Assay z. B. der Bindung van farb- 
stof fmarkierten Liganden an Rezeptoren in Membranf ragmenten 
durchfiihren zu konnen, mufi die Ligandenkonzentration in 
bedeutendem Uberschufi gewahlt werden. Dies bedeutet, dafi sich 
den groEten Teil der Mefczeit im Mefivolumenelement nur f reie 
Liganden bef inden und nur selten das Reaktionsprodukt in Form 
von ligandenbindenden Membrarivesikeln . Wahrend des Aufent- 
halts des Membranvesikels in einem kleinen Mefivolumenelement 
dominiert sein Signalanteil bei geeignet gewahlten Konzen- 
trationen jedoch das registrierte optische Rohsignal, so dafi 
der Signalanteil der Partikelklasse der freien Liganden und 
des freien Farbstoffes demgegenuber in erster Naherung 
vernachlassigt werden kann. In zweiter Naherung kann es 
bevorzugt sein, ihn bei der Bewertung oder Auswertung des 
Signalabschnittes zu berucksichtigen. In einem groSeren 
Mefivolumenelement bef inden sich dagegen immer sowohl freie 
Liganden und freier Farbstoff als auch Membranf ragmente . In 
Folge der Mittelung uber mehrere Partikel sind in diesem Fall 
beide Signalanteile in alien beliebigen Abschnitten fast 
gleich, so dafi eine Identif ikation der verschiedenen Signal- 
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anteile nach Partikelklassen nun nicht mehr moglich ware. 

Das kleine Mefcvolumenelement allein reicht zur Identif ikation 
der Signalabschnitte noch nicht aus, wenn sich mehr als eine 
Partikelklasse in der Probe befindet und die Identif ikation 
nur anhand von den in der Literatur beschriebenen Schwell- 
wertentscheidungen stattfindet. Hintergrundsignale, wie etwa 
das Rauschen des Detektors oder das Ramansignal des Losungs- 
mittels, welches selbst in einem kleinen MeSvolumenelement 
immer in hoher Konzentration vorhanden ist, geben ein gleich- 
formiges Signal, von dem sich jeder burst deutlich abhebt 
und iiber einfache Schwellwertentscheidungen identif izieren 
laEt. Sind mehr als zwei Partikelklassen im Mefcvolumenelement 
vorhanden, so werden beide unterschiedslos als burst erkannt . 
Erst das erf indungsgemafie Erstellen einer auf den optischen 
Rohsignalen basierenden Statistik fur mindestens einen 
Abschnitt oder Teilabschnitt ermoglicht die Unterscheidung 
oder Erfassung der Partikel nach mehr als einer Partikel- 
klasse. 

In einer Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemafcen Verfahrens 
sind die Partikel mindestens einer Partikelklasse lumineszent 
und/ oder durch mindestens einen Luminophor markiert . Die 
Partikel einer Partikelklasse konnen insbesondere Molekule, 
Makromolekiile, Viren, Bakterien, Zellen, Beads, Vesikel, 
Partikelf luide, Molekiilaggregate oder -komplexe sein. Eine 
Partikelklasse kann mehrere Sorten Partikel enthalten. 
Beispielsweise sind bei der Messung der Bindung eines 
markierten Liganden an Rezeptoren auf Vesikeln haufig noch 
freie Luminophore in der Probe zugegen. In diesem Fall ist 
es wunschenswert, die Signalabschnitte, in denen ein Signal - 
anteil vorkommt, der von rezeptorgebundenen Liganden stammt, 
vom Rest des optischen Rohsignals zu unterscheiden . Ent- 
sprechend wurden Vesikel zu einer Partikelklasse gezahlt und 
markierte freie Liganden sowie freie Luminophore zu einer 
weiteren. Es ist hierbei hervorzuheben, da£ eine Partikel- 
klasse durchaus eine ganze Verteilung von z. B. Partikel- 
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grdfcen enthalten kann, wie dies bei Membranf ragmenten oder 
Vesikeln haufig der Fall ist . Insbesondere gehoren ver- 
schiedene Partikelsorten verschiedenen Partikelklassen an, 
wenn diese verschiedenen Partikelsorten bei der Identi- 
fikation der Signalabschnitte und/oder bei der optional 
nachfolgenden Auswertung unterschieden werden.. 

Es befinden sich mindestens zwei Partikelklassen in der 
Probe, deren Partikel insbesondere zu unvorhersehbaren 
Zeitpunkten in das MeKvolumenelement eintreten und zu un- 
vorhersehbaren oder vorhersehbaren Zeitpunkten wieder aus- 
treten. 

Erf indungsgemafi wird fur mindestens einen beliebigen Ab- 
schnitt eine auf den optischen Rohsignalen basierende 
Statistik erstellt. Hierbei kann es sich in einer bevorzugten 
Ausfiihrungsf orm urn die Erstellung. einer Statistik der Zahl 
der Einzelpulse und/oder der zeitlichen Abstande der Einzel- 
pulse, insbesondere der charakteristischen Triplettzeit- 
verteilung und/oder Tripletthauf igkeit der Luminophore, 
und/oder - des elastisch und/oder inelastisch gestreuten 
Lichtes handeln. 

Beispielsweise hangt die Haufigkeit und die Verweildauer 
eines Luminophores im Triplettzustand von seiner chemischen 
Umgebung ab. Haufig andert sie sich bei der Bindung des 
markierten Partikels an ein weiteres Partikel und eignet sich 
so zu deren Identif izierung . 

Die Streuung des Anregungslichtes ist ein weiteres Beispiel 
fur eine Identif ikat ion nach Partikelklassen. Freie Liganden 
erzeugen kaum Streulicht; grofcere Partikel wie Membran- 
fragmente oder* beads erzeugen dagegen soviel, dafi ihr Signal 
detektierbar ist. Die Intensitat des gestreuten Lichts kann 
sogar zur Normierung von weiteren, z. B. Lumineszenzsignalen 
auf die Grofce der Partikel verwendet werden. Ein solches 
Vorgehen tragt erheblich zu einer genaueren Bestimmung der 
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Bindungskonstante bei. Im Beispiel der Membranf ragmente und 
der markierten Liganden lafit sich bei geeignet gewahlter 
Konzentration der Liganden aus der Statistik der GroSe der 
Membranf ragmente und der registrierten Eihzelpulse sogar auf 
die Dichte der Rezeptoren pro Membranf lache schlieSen. Diese 
GroiSe ist von gro&er praktischer Bedeutung in der Forschung 
und anders einer experiment el len Bestimmung kaum zuganglich. 
Statt des Streulichtes kann auch die Lumineszenz eines 
zweiten Luminophores verwendet werden, der sich in die 
Membran einlagert, ohne mit dem Liganden in Wechselwirkung 
zu treten. 

Es kann bevorzugt sein, die Art der verwendeten Statistik 
und/oder eine Kombination von mehr als einer Statistik je 
nach Art der zu identif izierenden Partikelklasse und ihrer 
Unterscheidungsmerkmale zu wahlen. 

Das folgende Beispiel mag ein solches Vorgehen erlautern. 
Die Partikelklassen eines homogenen Assays mogen wie in dem 
eingangs genannten Beispiel wiederum rezeptortragende Vesikel 
einerseits und freie, lumineszente oder lumineszent markierte 
Liganden sein, die gemaS einer Gleichgewichtskonstante zu 
einem bestimmten Prozentsatz an die Rezeptoren binden. Freie 
Liganden, die sich durch das Mefcvolumenelement bewegen, 
erzeugen im Mittel relativ kurze bursts hoher Intensitat, 
Vesikel wegen ihrer geringen Dif fusionsgeschwindigkeit im 
Mittel relativ lange. Eine einfache wie in der Literatur 
beschriebene Schwellwertentscheidung, welche bewertet, ob 
mehrfach hintereinander Einzelpulse innerhalb einer vor- 
gegebenen kurzen Zeit registriert werden, wiirde zur Identi- 
fizierung nicht .ausreichen. Bei einer zu niedrig gesetzten 
Schranke zahlt sie beide Partikelklassen zusammen, bei einer 
hoheren Schranke wird das Schwellwertkriterium dagegen fast 
nie erfiillt, weil sich wegen der statistischen Schwankungen 
auch bei den Vesikeln immer wieder Pausen ergeben. 

Erst die Erstellung einer Statistik, z. B. der Grd£e 
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I (At) I (At+t x ) I (At+t 2 ) I (At+t 3 ) mit der Anzahl I der jeweils 
wahrend der Abschnitte At, At+t 17 At+t 2 und At+t 3 gezahlten 
Einzelpulse liefert bei geeignet gewahlten Konstanten t i mit 
1=1,2,3 ein statistisch sicheres Merkmal, anhand dessen die 
Partikelklassen voneinander unterschieden werden konnen. 

Es kann bevorzugt sein, die Probe mit polarisiertem An- 
regungslicht zu beleuchten und eine Statistik der Polari- 
sation zu erstellen. 

Zum Beispiel kann bei Verwendung zweier Detektoren mit 
zueinander gekreuzten Polarisationsf iltern die Statistik des 
Verhaltnisses der gezahlten Einzelpulse zueinander erstellt 
werden. 

In einer weiteren Ausf iihrungs form ist es moglich, die Probe 
mit gepulstem oder zeitlich moduliertem Anregungslicht zu 
beleuchten und eine Statistik der zeitlichen Abstande der 
Einzelpulse von den Anregungspulsen oder von der Phase des 
Anregungslichtes zu erstellen. 

Auch ist eine Parallelisierung der Photonenregistrierung 
denkbar, z. B. Lumineszenz bei verschiedenen Wellenlangen 
oder die zusatzliche Registrierung von gestreutem oder 
Ramanlicht oder eine beliebige Kombination dieser Parameter. 

Es kann in einer weiteren Ausf uhrungs form wiinschenswert sein, 
Abschnitte und/oder Teile dieser Abschnitte der optischen 
Rohsignale und/oder der bereits erstellten, mindestens einen 
Statistik mindestens einer Partikelklasse zuzuordnen, sowie 
ferner diese zu sortieren und mindestens einer Auswertung 
zur Bestimmung von chemischen und/oder physikalischen Para- 
meters die spezif isch fur die mindestens eine Partikelklasse 
sind, zuzufuhren. Die Auswertung kann in Form einer zeit- 
lichen Mittelung und/oder einer Bestimmung hdherer 
statistischer Momente und/oder der Bestimmung der Auto- 
und/ oder Kreuzkorrelat ion und/oder Fouriertransf ormat ion 
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und/oder Analyse einer Verteilungsf unktion der optischen 
Rohsignale der (Teil- ) Abschnitte und/oder der Lange der 
(Teil- ) Abschnitte, und/oder der Lumineszenzdepolarisation, 
und/oder der Lumineszenzlebensdauer erfolgen. 

Es kann bevorzugt sein, die Lange der bursts der mindestens 
einen Partikelklasse und ihrer korrespondierenden Puls- 
statistik nach der Sortierung einer weiteren statistischen 
Auswertung zu unterwerfen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsform wird die Lumineszenz 
zweier spektral verschiedener Luminophore mit zwei Detektoren 
parallel gemessen, beispielsweise in einer Anordnung wie der 
in WO 94/16313 beschriebenen. Das erf indungsgemafie Verfahren 
in Kombination mit der Kreuzkorrelation als weiterem Aus- 
wertungsschritt nach der Sortierung des optischen Rohsignals 
profitiert besonders von der Sortierung, da sich nach der 
Anwendung boolescher Funktionen wie beispielsweise "und" 
("AND") und/oder "negiertes und" ( W NAND" ) Korrelationen 
besser bestimmen lassen. Vor allem kann eine Korrelation uber 
die Prasenz ausschlieSlich einer Farbe im Mefcvolumenelement. 
bestimmt werden, was kein anderes bekanntes Verfahren er- 
moglicht. 

Insbesondere ist es moglich, Kreuzkorrelationen und/oder 
andere bedingte Statistiken auch mit nur einem Detektor zu 
bestimmen. Bei geeigneten optischen Rohsignalen erlaubt die 
Statistik zu entscheiden, ob der Abschnitt nur einer oder 
mehreren Partikelklassen zugeordnet werden soil. Werden zum 
Beispiel genau zwei Partikelklassen A und B unterschieden, 
so kann die Sortierung nach den drei Fallen (nur A) , (nur 
B) sowie (A und B) erfolgen. Es kann sogar bevorzugt sein, 
in diesem Beispiel noch eine vierte Klasse (weder A noch B) 
zu unterscheiden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform des erf indungsgemaSen 
Verfahrens sind die Lichtquelle und die Detektionseinheit 
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konfokal bezuglich des Mefivolumenelementes angeordnet. 

In einigen Anwendungs fallen mag es bevorzugt sein, die 
.lumineszenten oder mit einem Luminophor markierten Partikel 
durch 2-Photonenanregung zur Emission zu stimulieren . 

Eine weitere Ausf uhrungsf orm ist dadurch gekennzeichnet , da£ 
das Licht zwischen Lichtquelle und Probe und/oder Probe und 
Detektionseinheit eine fur die entsprechende Wellenlange des 
Lichtes und/oder des von der Probe ausgehenden Lichts durch- 
lassige Einrichtung passiert, wobei diese Einrichtung in 
unmittelbarer Nahe der Probe angebracht ist und mindestens 
einen Bereich aufweist, dessen grdSte Ausdehnung in 
mindestens einer Raumrichtung kleiner ist als die Wellenlange 
des Lichtes und/oder des von der Probe ausgehenden Lichts. 
Weitere Einzelheiten hierzu sind in der WO 96/13744 be- 
schrieben. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird das erf indungsgema&e 
Verfahren mit dem in der europaischen Patentanmeldung 
96 116 3 73.0 beschriebenen Verfahren kombiniert . Auf den 
Of fenbarungsgehalt dieser Patentanmeldung wird hiermit 
ausdrucklich Bezug genommen. 

Bei stark eingeschrankter Diffusion der Partikel mindestens 
einer Partikelklasse kann es bevorzugt sein, eine erzwungene 
Bewegung der Probe und des darin erhaltenen Mefcvolumen- 
elementes (z. B. durch Vibration oder Flufi) und/oder eine 
kontinuierliche oder diskontinuierliche Veranderung der 
Ortskoordinaten des Mefcvolumenelementes innerhalb der Probe 
zu erzeugen. Dies geschieht vorzugsweise durch eine Ver- 
anderung des Fokus und/oder durch eine Veranderung der 
Position des ausgeleuchteten Volumenelementes . Weitere 
Einzelheiten hierzu sind in der WO 94/16313 beschrieben. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungs form wird die Veranderung 
der Ortskoordinaten parallel zu den Einzelpulsen registriert 
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und/ oder aus Gerateparametern berechnet . Sie kann bei der 
Erstellung der mindestens einen auf optischen Rohsignalen 
basierenden Statistik des mindestens einen Abschnitts 
und/oder Teilabschnitts verwendet werden. Beispielsweise kann 
bei einer periodischen oder quasiperiodischen Bewegung, bei 
der das Mefcvolumen sich mindestens zweimal wahrend der 
Messung am gleichen Ort der Probe befindet, der mindestens 
eine Abschnitt und/oder Teilabschnitt fur die gleiche 
Statistik verwendet werden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm variieren die molaren 
Konzentrationen der zu unterscheidenden Partikel urn einen 
Faktor grower 10. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, die chemischen und/oder 
physikalischen Eigenschaf ten der Oberflache von mindestens 
einem Partikel uber Lumineszenzeigenschaf ten zu bestimmen. 
Insbesondere kann die Dichte der Rezeptoren pro Membranf lache 
bestimmt werden. 

Die nachfolgenden Figuren verdeutlichen das erf indungsgemaSe 
Verfahren. 

Die in den Figuren dargestellten Verhaltnisse beziehen sich 
auf Messungen an mit Rhodamin-6G markiertem EGF {epidermal 
growth factor; 10 nmolar in wafcriger Losung) und EGF-Re- 
zeptor-tragenden Vesikeln (7,5 nmolar). 

Figur 1 zeigt das optische Rohsignal. Detektiert wurden 
Signale in Abhangigkeit von der Zeit. 

Figur 2 zeigt eine Auswahl derjenigen Abschnitte, fur die 
eine Statistik erstellt werden soil. 

Figur 3 zeigt eine Hauf igkeitsverteilung uber die in den 
Abschnitten aufgetretene Photonenanzahl . Eine Abschatzung 
aus dem Diagramm ergibt, da£ in etwa 12 Photonen ca. 1.000 
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mal auftraten. 

Figur 4 zeigt eine Hauf igkeitsverteilung uber die zeitliche 
Lange der Abschnitte (siehe Figur 2) . 

Figur 5 zeigt eine Hauf igkeitsverteilung uber die zeitlichen 
Abstande zwischen den Abschnitten (siehe Figur 2) . 

Figur 6 zeigt einen Vergleich der Autokorrelationsf unktionen 
des optischen Rohsignals (a) und des erf indungsgemafc verar- 
beiteten Signals (b) . 
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Anspriiche 

Verfahren zur Unterscheidung oder Erfassung von 
Partikeln in einer Probe, in der auch mehrere Partikel- 
klassen befindlich sein konnen, durch Identif izierung 
von Signalabschnitten zeitauf geloster , optischer Roh- 
signale aus der Probe auf der Basis von Einzelphotonen- 
detektiori (Einzelpulsdetektion) , wobei 

die Probe mindestens zwei Partikelklassen enthalt, 
die Probe von einer Lichtquelle beleuchtet wird, 
die von der Probe ausgehenden, aus mindestens 
einem MeSvolumenelement V, wobei V < 10" 12 1, 
stammenden optischen Rohsignale mittels mindestens 
einer Detektionseinheit detektiert werden, 
mindestens ein Partikel wahrend seines Aufenthalts 
im Mefcvolumenelement einen Signalanteil erzeugt, 
durch aktiven und/oder passiven Ein- und Wieder- 
austritt des Partikels in das oder aus dem Me£- 
volumenelement ein Signalabschnitt der optischen 
Rohsignale bestimmt wird, 

die optischen Rohsignale in beliebige Abschnitte 
zerlegt werden, 

fur mindestens einen beliebigen Abschnitt mindes- 
tens eine auf den optischen Rohsignalen basierende 
Statistik erstellt wird, und 
• die mindestens eine Statistik oder mindestens eine 
Kombination mehrerer Statistiken nach dem Vor- 
handensein von Merkmalen, welche fur den Signal- 
anteil mindestens einer Partikelklasse charak- 
teristisch sind, bewertet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da& 
Partikel mindestens einer Partikelklasse lumineszent 
sind und/oder durch mindestens einen Luminophor 
markiert sind . 
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3. Verf ahren- nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daE die Partikel einer Partikelklasse Mole- 
kiile, Makromolekiile, Viren, Bakterien, Zellen, Beads, 
Vesikel, Partikelf luide, Molekiilaggregate oder -kom- 
plexe sind. 

4. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daE eine Statistik der Zahl der 
Einzelpulse und/oder der zeitlichen Abstande der 
Einzelpulse, insbesondere der charakteristischen 
Triplettzeitverteilung und/oder Tripletthauf igkeit der 
Luminophore, und/oder des elastisch und/oder in- 
elastisch gestreuten Lichtes erstellt wird. 

5. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Probe mit polarisiertem 
Anregungslicht beleuchtet wird und daS eine Statistik 
der Polarisation erstellt wird. 

6. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Probe mit gepulstem 
oder zeitlich moduliertem Anregungslicht beleuchtet 
wird und daE eine Statistik der zeitlichen Abstande der 
Einzelpulse von den Anregungspulsen oder von der Phase 
des Anregungslichtes erstellt wird. 

7. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet-, dafi Abschnitte und/oder Teile 
dieser Abschnitte und/oder der mindestens einen er- 
stellten Statistik mindestens einer Partikelklasse 
zugeordnet werden. 

8. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Abschnitte und/oder 
Teile dieser Abschnitte und/oder der mindestens einen 
erstellten Statistik nach ihrer Zuordnung zu mindestens 
einer Partikelklasse sortiert und mindestens einer 
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Auswertung zur Bestimmung von chemischen und/oder 
physikalischen Parametern, die • spezif isch fur die 
mindestens eine Partikelklasse sind, zugefiihrt werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , date die Auswertung in Form 
einer zeitlichen Mittelung und/oder einer Bestimmung 
hoherer statistischer Momente und/oder der Bestimmung 
der Auto- und/oder Kreuzkorrelation und/oder Fourier- 
transformation und/oder Analyse einer Verteilungs- 
funktion der optischen Rohsignale der (Teil) Abschnitte 
und/oder der Lange der (Teil- ) Abschnitte , und/oder der 
Lumineszenzdepolarisation, und/oder der Lumineszenz- 
lebensdauer erf olgt . 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet, da£ nach einer Sortierung des 
optischen Rohsignals und/oder der mindestens einen 
erstellten Statistik das mindestens eine sortierte 
Signal mit mindestens einer booleschen Funktion be- 
wertet wird und gegebenenf alls anschliefcend einer 
weiteren Auswertung unterworfen werden. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, da£ eine konfokale Anordnung 
von . Lichtquelle und Detektionseinheit beziiglich des 
MeSvolumen-elementes verwendet wird. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die lumineszenten oder mit 
einem Luminophor markierten Partikel durch 2-Photonen- 
anregung zur Emission stimuliert werden. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daS das Licht zwischen Licht- 
quelle und Probe und/oder Probe und Detektionseinheit 
eine fur die entsprechende Wellenlange des Lichtes 
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und/oder des von der Probe ausgehenden Lichts durch- 
lassige Einrichtung passiert, wobei diese Einrichtung 
in unmittelbarer Nahe der Probe angebracht ist und 
mindestens einen Bereich aufweist, dessen grofite Aus- 
dehnung in mindestens einer Raumrichtung kleiner ist 
als die Wellenlange des Lichtes und/oder des von der 
Probe ausgehenden Lichts. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet , da£ die Ortskoordinaten des 
Mefcvolumenelementes relativ zu den Ortskoordinaten der 
Probe wahrend der Messung verandert werden, urn 
stationare oder sehr langsam dif f undierende lumines- 
zierende oder lumineszent markierte Partikel zu messen. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Veranderung der Orts- 
koordinaten parallel zu den optischen Rohsignalen 
registriert wird und bei der Erstellung der mindestens 
einen Statistik berucksichtigt wird, insbesondere bei 
periodischen oder quasiperiodischen Veranderungen der 
Ortskoordinaten . 

16. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dafc die molaren Konzentrationen 
der zu unterscheidenden Partikel urn einen Faktor grofcer 
10 variieren. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, da£ die chemischen und/oder 
physikalischen Eigenschaf ten der Oberflache von 
mindestens einem Partikel uber Lumineszenzeigenschaf ten 
bestimmt werden . 

18. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Dichte von Rezeptoren 
pro Membranf lache bestimmt wird. 
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